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四 种 鬼 白 毒素 类 似 物 对 美洲 大 蝶 
腹 神 经 索 动 作 电 位 的 作用 
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摘要 : 为 了 解 鬼 白 毒素 对 昆虫 神经 系统 的 影响 ,采用 胞 外 记录 电 生 理 方法 观察 了 4 种 鬼 白 毒素 类 似 物 对 美洲 大 虹 
Periplaneta americana 中 枢 神 经 目 发 放 动 作 电位 的 影响 。 结 果 显示 : 在 0.1 mmolLL 的 浓度 下 ,4 种 物质 对 美洲 大 蝶 中 
枢 神 经 自发 放 动 作 电 位 的 作用 不 同 。 脱 氧 爸 白 毒 素 可 完全 抑制 美洲 大 景 中 枢 神 经 自发 放 动 作 电位 的 产生 ,其 抑制 作 
用 可 逆 ;B- 阿 朴 苗 爸 白 毒素 对 美洲 大 蝶 中 枢 神 经 目 发 放 动 作 电 位 的 作用 是 先 兴奋 后 抑制 ; 绝 白 毒素 对 美洲 大 蜂 中 枢 
神经 目 发 放 动 作 电位 有 抑制 作用 ,其 抑制 作用 不 完全 ;4'- 去 甲 鬼 白 毒 素 对 大 赚 中枢 神经 目 发 放 动 作 电位 无 影响 。 绪 
果 提 示 ,4 种 克 白 毒素 类 似 物 对 昆虫 中 枢 神 经 目 发 放 动 作 电 位 的 影响 方式 与 其 结构 官能 团 密切 相关 。 
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Effects of four podophyllotoxin analogues on Spontaneous action potentials 





of the ventral nerve cord of Periplaneta americana (Blattaria : Blattidae ) 
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Abstract: The effects of four podophyllotoxin analogues on spontaneous action potentials of the ventral nerve 
cord of Periplaneta americana were observed by electrophysiology technique. The results showed that at the 
concertration of 0.1 mmol/L, the four compounds showed different effects on spontaneous action potentials. 
Dexoypodophyllotoxin exerted irreversible inhibitory effect. fB-apopicropodophyllotoxin first exerted 
excitation and then showed inhibitory effects. Podophyllotoxin showed inhibitory effect, while 4 - 
demethylpodophyllotoxin did not. The results suggest that the effects of podophyllotoxin analogues on 
spontaneous action potentials are different according to their structural varieties. 
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鬼 白 毒素 是 来 源 于 植物 的 天 然 产 物 ,主要 分 布 
于 鬼 白 类 植物 中 ( 余 癌 阳 和 张 兴 ，1999; 张 兴 等 ， 
1999 ; 高 芙 等 , 2000a, 2000b; 王 继 栋 等 ,2000 ;Gao 
et dl.，2004) 。 其 衍生 物 因 具 抗 肿瘤 活性 而 受到 关 
注 。 近 年 来 发 现 鬼 白 毒素 类 化 合 物 对 多 种 试 虫 有 活 
性 ( 田 蛤 等 , 2000; 高 其 等 2004; 陈 宇 等 ,2005; 林 
于 等 ,2005; 李 广 泽 等 ,2006a,，2006b; 刘 艳 青 等 ， 
2006; 冯 瑞 红 等 ,2007 ) 。 对 其 结构 - 杀 虫 活性 的 关 
系 也 取得 了 进展 ( 李 广 泽 ,200$，2006a; Di et al.， 
2007; Liu et al.，2008 ) ,这 表明 电 白 毒素 具有 作为 
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杀 虫 剂 先 导 物 的 可 能 ( 张 兴 等 , 2002) 。 鬼 白 毒 素 类 
物质 的 杀 虫 机 理 主 要 从 代谢 和 神经 毒性 两 方面 来 进 
行 。 修 盏 等 (2007 ) 和 马 志 卿 等 (2007 ) 研究 发 现 脱 
氧 鬼 白 毒 素 对 粘 虫 Pseudaletia separate (Walker) 和 
小 菜 蛾 Plutella xylostella ( 工 . ) 代谢 酶 有 影响 。 电 生 
理 测试 表明 ,脱氧 鬼 白 毒素 对 美洲 大 归 Periplaneia 
americana 工 . 腿 市 神经 -肌肉 接头 处 的 mEPSP 发 放 
频率 有 了 明显 的 抑制 作用 ( 张 兴 等 , 2002) 。 张 守 刚 等 
(2007a, 2007b ) 的 研究 表明 : 脱氧 鬼 白 毒素 对 美洲 
大 昭和 某 青 虫 Pieris rapae ( Linnaeus ) 的 ATPase 有 
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作用 ,而 不 影响 乙酰 胆 碱 酷 酶 的 活性 。 鬼 白 毒 素 引 
起 成 年 大 鼠 神 经 系统 的 毒 副 作用 也 已 有 报道 
(Chang et dl.，1992 ) 。 由 此 可 见 , 鬼 白 毒 素 类 物质 
还 可 以 作用 于 昆虫 的 神色 未 系统 。 

美洲 大 蝶 中 枢 神 经 系统 腹 神 经 索 动作 电位 是 神 
经 兴奋 性 的 标志 ,可 用 于 神经 毒剂 或 药物 对 神经 系 
统 毒 作用 机 理 的 初步 研究 (Callec and Sattelle， 
1973; 刘 安西 和 陈 守 同 ,1990; 张 友 盏 等 ,1997) 。 目 
前 还 未 见 使 用 该 模型 对 鬼 白 毒素 类 物质 神经 毒性 的 
研究 。 本 实验 采用 胞 外 电 生 理 记录 方法 研究 4 种 结 
构 不 同 的 鬼 白 毒素 类 似 物 对 昆虫 中 枢 神 经 系统 腹 神 
经 索 目 发 放 动 作 电 位 的 影响 , 拟 探讨 该 类 化 合 物 引 
起 昆虫 中 毒 的 机 理 ,为 进一步 探讨 具 不 同化 学 结构 
特征 的 鬼 白 毒素 类 似 物 的 生物 活性 差异 ,合成 具 杀 
虫 活性 的 鬼 白 毒素 类 似 物 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 昆虫 

美洲 大 虹 Periplaneta americana 工 . ,为 室内 人 工 
人 饲养 的 种 群 。 在 光 周 期 为 12L: 12D 的 光照 培养 箱 
中 饲养 ,以 人 工 配 制 的 鼠 料 喂养 。 人 饲养 温度 27 + 
2%C ,相对 湿度 70% 。 取 体 长 约 30 mm 的 雄性 成 忠 
为 实验 材料 。 
1.2 供 试 化 合 物 

河豚 毒素 (TIX)100 kmolL (河北 省 水 产 人 研究 
所 ) ;乙酰胆碱 (Ach)1.0 g/L (上 海 化 学 试剂 公 
司 )。 脱 氧 购 白 毒 素 、B- 阿 朴 吾 鬼 白 、 鬼 白 毒 宗 和 4 
去 甲 鬼 白 毒 素 4 种 化 合 物 均 由 兰州 大 学 有 机 分 析 组 
提供 ,纯度 >98% ,结构 式 如 图 1 所 示 。 均 以 二 甲 亚 
砚 (DMSO ) 为 溶剂 , 配 成 10 mmolL 母液 ,实验 时 分 
别 以 美洲 大 蝙 生 理 溶液 稀释 至 0. 1 mmol/L。 配 制 
时 保持 二 甲 亚 碘 浓度 小 于 0.5% 。 


1.3 神经 电 生 理 测 定 

自发 动作 电位 测定 参照 Calec 和 Sattelle 
(1973 ) 以 及 刘 安 西 和 陈 守 同 (1990 ) 的 方法 并 略 作 
改进 。 取 健康 活泼 的 雄性 美洲 大 蚁 成 虫 , 剪 掉 足 翅 ， 
虫 体 背 面 加 上 ,用 解剖 针 固 定 于 晴 盘 上 ,治虫 体 边 缘 
剪 开 ,去掉 背 板 、 消 化 道 . 气管 和 脂肪 体 ,于 解剖 镜 下 
剥离 腹 神 经 索 ,游离 至 第 6 腹 神 经 节 。 于 第 1 腹 神 
经 下 处 剪断 腹 神 经 索 ,使 其 前 端 游离 。 用 两 根 记录 
电极 挑 起 腹 神 经 索 ,并 让 第 6 腹 神 经 市 浸 在 生理 溶 
液 中 。 解 前 过 程 中 要 不 断 更 换 生 理 溶液 ,使 腹 神 经 
索 始 终 浸泡 于 新 鲜 生 理 溶液 中 。 生 理 液 采 用 Ringer 
液 配方 ( 余 回 阳 等 ,2000), 并 上 略 作 改 进 ,其 中 NaCl 
208.6 mmol/L、KCl 3.1 mmol/L、 CaCl, 5.4 mmol/L、 
NaHCO; 2. 1 mmol/L, 用 双 蔡 水 配制 , 调 pH 至 7.0。 
腹 神 经 索 的 目 发 放电 活动 由 引导 电极 导出 ,经 百 流 
前 置 放 大 器 (Tektronix ADA100，USA ) 放大 后 导入 
储存 示波器 (Tektronix 320A ，USA ) ,选择 典型 波形 
记录 于 磁盘 中 。 实 验 中 ,用 加 样 枪 将 待 测 药 液 直接 
点 滴 于 试 虫 的 第 6 腹 神 经 节 上 ,每 次 10 pkL ,注意 加 
样 时 枪 头 不 得 触及 神经 六 。 观 察 记 录 不 同时 段 不 同 
化 合 物 刺激 引起 的 动作 电位 变化 。 采 用 “前 加 药 ” 
和 “后 加 药 ” 的 方式 , 即 “ 前 加 药 ” 观 察 药 物 的 抑制 性 
作用 ,“ 后 加 药 ” 观 察 药物 的 兴奋 性 作用 ( 贡 晓 者 等 ， 
2000) 。 分 别 选择 TIX 和 ACh 为 抑制 性 和 兴奋 性 作 
用 的 对 照 药 物 。 参 照 张 友军 (1997 ) 方 法 ,以 发 放 频 
率 、 振 幅 变 化 的 平均 值 比较 试 虫 对 4 种 鬼 白 毒素 类 
似 物 的 反应 。 各 化 合 物 分 别 在 不 同 的 试 虫 腹 神 经 索 
上 重复 实验 5 次 。 
1.4 数据 分 析 

自发 放 频 率 、 振 幅 的 变化 分 别 以 各 样本 加 药 后 
各 时 间 点 的 数值 除 以 其 与 每 个 标本 未 加 药 时 前 
5 min 记 录 的 目 发 放 频 率 、 振 幅 的 平均 值 的 差 值 的 百 
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图 1 4 种 沟 自 关 化 合 物 的 化 学 结构 式 
Fig. 1 Chemical structures of four podophyllotoxin analogues 
A: 脱氧 鬼 晶 毒素 Deoxypodophyllotoxin; B: B- 阿 朴 昔 和 鬼 白 B-Apopicropodophyllotoxin; C: 鬼 白 毒素 Podophyllotoxin; D: 4'- 去 甲 鬼 日 毒素 4"- 


Demethylpodophyllotoxin. 
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分 数 来 表示 。 计 算 公式 如 下 : 
a-b 
b 
式 中 ,了 : 目 发 放 频 率 变化 或 振幅 变化 ; a : 各 
样本 加 药 后 时 间 点 的 目 发 放 频率 或 振幅 ; 5 : 每 个 
样本 未 加 药 时 前 5 min 记录 的 自发 放 频 率 或 振幅 平 
均值 。 


2 结果 与 分 析 


Y = x 100 % 





预 实验 结果 初步 表明 : 在 0.1 mmolL 的 浓度 
下 ,脱氧 鬼 白 毒素 和 鬼 白 毒素 显示 抑制 作用 ;B- 阿 朴 
百 鬼 白 显 示 兴 奋 性 作用 ;4“- 去 甲 鬼 白 毒 素 基 本 无 变 
化 。 根 据 预 实验 结果 选择 各 化 谷物 的 加 药方 法 , 即 


对 脱氧 鬼 白 毒 率 和 鬼 白 毒素 采用 ”前 加 药 ” 方 法 ,对 
B- 阿 朴 兰 鬼 白 采 用 ”后 加 药 ” 方法。 
2.1 脱氧 鬼 白 毒素 对 美洲 大 蝶 中 枢 神经 系统 腹 神 
经 索 自发 放 动 作 电位 的 影响 

待 美洲 大 虹 的 自发 放 动 作 电位 较 强 时 加 药 , 用 
加 样 枪 将 0.1 mmolL 的 脱氧 鬼 白 毒素 直接 点 滴 于 
试 虫 的 第 6 腹 神 经 节 上 ,观察 到 加 药 后 腹 神 经 索 目 
发 放 活动 迅速 消失 (图 2: A-1) ,加 药 后 10 min 内 无 
目 发 性 动作 电位 出 现 。 加 药 后 11 min 开始 冲洗 , 目 
发 性 动作 电位 发 放 频 率 恢复 至 9 次 /s, 最 大 振幅 达 
0.7 mV;2 min 后 平均 发 放 频 率 恢复 至 9 次 /s ,平均 
发 放 振 幅 为 0.5 mV ,最 大 振幅 达 0.7 mV( 图 2: A- 
2) ,振幅 范围 为 0.4 ~0.7 mV( 图 3)。 





图 2 3 种 鬼 白 毒素 类 似 物 对 离 体 美洲 大 蚁 腹 神 经 索 自 发 放电 位 的 影响 


Fig. 2 Effects of three podophyllotoxin analogues on spontaneous action potential in 


the excised ventral nerve cord of Periplaneta americana in vitro 
A-0: 未 加 药 Control; A-1: 加 入 脱氧 鬼 白 毒素 后 2 min 记录 的 自发 放 活 动 Spontaneous action potential after treatment with deoxypodophyllotxin; A-2 : 
冲洗 后 Washed with physicological salt solution; B-1: 加 入 B- 阿 朴 若 鬼 白 毒 素 后 2 min 记录 自发 放 活 动 Spontaneous action potential after treatment 
with B-apopicropodophyllotoxin; B-2 : $ min 后 $5 min later; B-3: 10 min 后 10 min later; B-4: 冲洗 后 Washed with physiological salt solution; C-1: 鬼 
犁 毒素 加 药 后 5 min 自发 放 活 动 Spontaneous action potential after treatment with podophyllotoxin; C-2: 10 min 后 10 min later; C-3 : 冲洗 后 Washed 
with physiological salt solution; D-1: 加 入 4- 去 甲 鬼 白 毒 素 后 记录 自发 放 活 动 Spontaneous action potential after treatment with 4’- 


demethylpodophyllotoxin. 
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图 3 4 种 器 白 类 似 物 处 理 离 体 美洲 大 景 腹 神 经 索 后 自发 电位 频率 (A) 及 振幅 (B) 的 时 序 变化 


Fig. 3 Time serial changes of the frequency (A) and amplitude (B) of spontaneous action potential after 


ventral nerve cord of Periplaneta americana were treated with four podophyllotoxin analogues in vitro 


2.2 B- 阿 朴 苦 鬼 白 对 美洲 大 蝶 中 枢 神经 系统 腹 神 
经 索 自发 放 动 作 电 位 的 影响 

待 试 虫 自 发 放 动 作 电 位 在 0.1 mV 左右 时 ,以 
0.1 mmol/L 的 B- 阿 朴 昔 鬼 白 加 样 于 第 6 腹 神 经 方 处 ， 
观察 到 加 药 后 出 现 自 发放 活动 (图 2: B-1) ,加 药 后 
2 min 平 均 发 放 频 率 达 20 次 /s, 平 均 发 放 振 幅 为 
0.6 mV( 图 2: B-2) ,最 大 振幅 达 1.0 mV ,出现 特征 性 
二 联 和 三 联 的 动作 电位 发 放 。 加 药 后 5 min 动作 电 
位 平均 发 放 频 率 为 18 次 /s, 平 均 发 放 振 幅 为 0.6 mV， 
最 大 振幅 达 0.8 mV。 加 药 至 10 min 时 动作 电位 出 现 
次 数 明 显 减 少 ,平均 发 放 频 率 为 1.5 次 /s, 但 是 最 大 
振幅 可 达 2 mV( 图 2: B-3)。 在 冲洗 后 不 再 出 现 动 作 
电位 。 频 率 变化 与 振幅 变化 图 见 图 3。 


2.3 ”各 日 毒素 对 美洲 大 凡 中 枢 神 经 系统 腹 神 经 索 
自发 放 动 作 电位 的 影响 

采用 前 加 药方 法 , 待 试 虫 目 发放 动 作 电 位 较 强 
时 ,加 入 0.1 mmolLL 的 鬼 白 毒素 于 第 6 腹 神 经 方 , 观 
察 到 加 药 后 神经 自发 放 活 动 减弱 。 加 药 后 2 min 平 
均 发 放 频率 为 4 次 /s, 平 均 发 放 振 幅 为 0.25 mV( 图 
2: C-1) ,最 大 振幅 达 0.7 mV。 加 药 后 5 min 动作 电 
位 平均 发 放 频 率 为 4 次 /s ,平均 发 放 振幅 为 0.3 mV， 
最 大 振幅 达 0.7 mV。 加 药 至 10 min 时 动作 电位 出 现 
次 数 明显 减少 ,平均 发 放 频 率 为 2.5 次 /s, 最 大 振幅 
为 0.8 mV( 图 2: C2)。 在 冲洗 后 2 min 平均 发 放 频 
率 为 4 次 /s, 平 均 发 放 振 幅 为 0.6 mV, 最 大 振幅 达 
1.5 mV( 图 2: C-3) ;以 后 逐渐 减少 ,冲洗 后 至 10 min 
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时 ,平均 发 放 频 率 为 2 次 /s ,平均 发 放 振幅 为 0.5 mV， 
最 大 振幅 达 0.7 mV。 
2.4 4'- 去 甲 鬼 日 毒素 对 美洲 大 归 中 枢 神 经 系统 腹 
神经 索 自 发 放 动作 电位 的 作用 
分 别 采 用 前 加 药 和 后 加 药方 法 记录 4'- 去 甲 鬼 白 

毒素 对 试 虫 中 枢 神 经 目 发 放 动 作 电 位 的 作用 。 采 用 
前 加 药方 法 , 待 试 虫 的 自发 放 动 作 电位 较 强 时 加 药 ， 
于 试 虫 第 6 腹 神 经 三 加 入 0.1 mmolL 的 4 -去 甲 史 
白 毒 素 ,发 现 加 药 1 ~ 10 min 内 神经 自发 放 活 动 基本 
无 变化 ,加 药 后 10 min 内 发 放 频 率 为 7 ~ 10 次 /s, 平 
均 发 放 振幅 为 0.5 mV( 图 2: D-1) ,振幅 范围 为 达 0.3 
~0.8 mV。 采 用 后 加 药方 法 , 待 试 虫 自发 放 动 作 电 位 
小 于 0.1 mV 作用 时 ,于 试 虫 第 6 腹 神 经 节 上 加 入 
0.1 mmol*L 的 4- 去 甲 鬼 白 毒 素 ,观察 到 加 药 
1 ~10 min 内 试 虫 中 枢 神 经 自发 放 活 动 基 本 无 变化 ， 
加 药 后 10 min 内 发 放 频 率 为 6 ~ 10 次 /s ,平均 发 放 振 
幅 为 0.5 mV ,振幅 范围 达 0.3 ~1.2 mV。 


3 讨论 


目前 广泛 使 用 的 杀 虫 剂 多 为 神经 毒剂 ,不 同类 型 
的 神经 毒性 杀 虫 剂 作用 于 不 同 的 靶 标 部 位 ,如 离子 通 
道 . 受 体 和 酶 系 等 。 美 洲 大 虹 中 概 神 经 第 6 腹 神 经 节 
是 尾 须 感觉 神经 元 进入 中 枢 神 经 元 的 突 触 连 接 操 , 突 
触 传递 属 胆 碱 能 性 质 ( Hue et al., 1976) ,而 且 由 于 突 
触 前 末梢 不 断 地 目 发 释放 小 量 的 Ach 使 得 自发 释放 
突 触 后 电位 性 质 与 诱发 释放 的 EPSP 电位 一 致 ( 刘 安 
西 和 陈 守 同 , 1990) 。 神 经 电 生 理 法 可 直接 用 于 杀 忠 
剂 神经 毒性 机 制 研 究 , 本 实验 方法 是 在 参考 了 Callec 
和 Sattelle(1973) 以 及 刘 安 西 和 陈 守 同 (1990) 的 甘露 
醇 间 际 法 方法 基础 上 改进 而 来 ,是 研究 药物 对 美洲 大 
虹 末 端 腹 神 经 节 的 突 触 传 递 作 用 的 快速 有 效 方 法 。 

实验 结果 表明 : 脱氧 鬼 白 毒 素 、B- 阿 朴 百 轩 白 和 
鬼 白 毒素 3 种 化 合 物 对 试 虫 未 端 腹 神 经 节 的 突 触 部 
位 有 作用 , 且 影 响 方式 不 同 , 推 测 这 3 种 化 合 物 对 昆 
虫 中 要 神经 系统 的 作用 机 制 各 不 相同 。 脱 氧 鬼 白 毒 
素 对 美洲 大 蝶 中 枢 神 经 系统 表现 出 加 药 后 日 发 放 动 
作 电 位 频率 和 振幅 均 迅 速 消失 的 特点 ,说 明 它 可 能 主 
要 作用 于 突 触 前 膜 , 阻 断 神经 递 质 的 释放 ,从 而 表现 
为 突 触 部 位 的 传导 受阻 ; 洗 脱 后 自发 放 动 作 电 位 频率 
和 振幅 又 能 恢复 到 接近 未 加 药 状 态 ,说 明 脱 氧 鬼 白 毒 
素 和 靶 部 位 绪 合 的 亲和力 并 不 强 , 且 不 影响 第 6 腹 神 
经 世 突 触 处 胆 碱 酯 酶 的 活性 ,这 与 以 往 的 研究 发 现 脱 
氧 鬼 白 毒素 不 影响 昆虫 的 乙酰 胆 碱 酯 酶 活性 的 结 


一 致 ( 张 守 刚 等 ,2007a, 2007b)。B- 阿 朴 盏 购 白 能 加 
强 美洲 大 虹 目 发 放 动 作 电位 频率 和 振幅 迅速 ,说 明 其 
对 神经 传导 有 兴奋 性 作用 ,作用 机 制 可 能 与 通过 乙酰 
胆 碱 醋 酶 活性 、 引 起 兴奋 性 弟 质 释放 增加 、 增 加 了 轴 
突 膜 上 的 钠 通道 开放 几率 等 有 相关 。 实 验 中 目 发 放 
位 扩 的 突然 衰竭 可 能 与 递 质 释 放 的 耗 况 或 胆 碱 醋 酶 
的 活性 恢复 有 关 。 鬼 白 毒 素 对 第 6 腹 神 经 广 突 触 处 
目 发 放 动 作 电位 影响 表现 为 缓慢 抑制 \ 不 完全 阻 断 以 
及 洗 脱 后 部 分 恢复 的 特点 ,说 明 其 对 美洲 大 蝶 中 枢 神 
经 系统 第 6 腹 神 经 市 突 触目 发 放 动 作 电 位 的 影响 可 
能 为 对 突 触 前 膜 的 递 质 释 放 的 抑制 ,或 者 是 元 争 性 或 
非 将 争 性 的 结合 于 突 触 后 膜 受 体 等 机 制 。 以 往 人 研究 
表明 4 -去 甲 抑 白 毒 素 不 具备 杀 虫 活性 的 ( 田 班 等 ， 
2000) ,本 实验 发 现 该 化 合 物 也 不 表现 出 对 昆虫 更 多 
神经 毒性 与 其 结论 一 致 。 

4 种 化 合 物 虽 然 都 具有 鬼 白 毒素 母体 结构 ,但 
由 于 取代 基 的 不 同 , 对 美洲 大 虹 末 端 腹 神经 节 的 突 
触 作用 部 位 不 同 , 且 作用 效力 也 不 一 样 。 这 说 明 鬼 
白 毒 素 类 化 合 物 衍生 物 由 于 取代 基 的 不 同 对 昆虫 的 
神经 毒性 作用 机 制 有 多 种 方式 。 鉴 于 鬼 白 毒素 类 化 
合 物 对 昆虫 神经 毒性 机 制 的 多 样 性 ,在 今后 的 研究 
中 ,将 进一步 使 用 酶 学 、 膜 片 第 等 技术 对 该 类 化 合 物 
的 神经 毒性 作用 靶 点 作 进一步 的 研究 。 
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